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estructuras citoplasmaticas, las cuales
devienen plaquetas vitelinas.

La gran plasticidad de la superficie
del niicleo, permite que este ocupe una
extension considerable dela célula y, como
es habitual en los oocitos, origine agru-
paciones de ldminas anilladas, las cuales
en este caso pueden formarse también a
partir del reticulo endoplasmatico rugoso.

Las laminas anilladas son formacio-
nes relativamente frecuentes en el cito-
plasma de los oocitos (KESSEL, 1963, 1968,
1981) y también en algunas células soma-
ticas (OLLERICH Y CARLSON 1970; SUN,
1979; ALLEN, 1990), y su origen es varia-
ble. Uno de los posibles origenes es a par-
tir del reticulo endoplasmatico rugoso
(KESSEL 1985, 1990; ANDREUCCETTI Y TAD-
DE], 1990). De esta manera se forman en los
oocitos de algunas especies de moluscos
poliplacéforos (DURFORT, 1976). En otros
casos posiblemente provengan de la en-
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Alteraciones histopatologicas producidas por
Dicrocoelium dendriticum (Trematoda) en dos
especies de Cernuella (Mollusca) sacrificadas a
los tres meses post-infestacion

Histopathological alterations in two species of Cernue-
lla (Mollusca) infected by Dicrocoelium dendriticum
(Trematoda) at three months post-infection

Benjamin ]. GOMEZ*, Yolanda MANGA**, Eduardo ANGULO**
y Camino GONZALEZ**

RESUMEN

Se han estudiado mediante microscopia dptica las alteraciones histopatoldgicas produci-
das por el trematodo hepatico Dicrocoelium dendriticum, en la glandula digestiva y en la
génada de dos especies de moluscos hospedadores intermediarios, pertenecientes al
género Cernuella, infestadas experimentalmente y mantenidas en condiciones de labo-
ratorio hasta su sacrificio a los 3 meses post-infestacion. Se ha constatado la presencia
de esporocistos secundarios de D. dendriticum en ambas especies de moluscos someti-
dos a infestacién, con un mayor nivel de parasitacién en C. cespitum arigonis que en C.
virgata. Asociados a la presencia del parasito se observa una infiltracién hemocitica, una
vacuolizacion de las células de calcio y un aumento de lipofuscinas en las células diges-
tivas. Ademas, en C. cespitum arigonis liega a producirse una casi total castracién para-
sitaria.

ABSTRACT

The histopathological alterations produced by the hepatic trematode Dicrocoelium den-
driticum in the digestive gland and gonad of two species of intermediate host molluscs of
the genus Cernuella were studied by light microscopy. Animals were experimentally
infected and kept under laboratory conditions, then killed 3 months post-infection. Secon-
dary sporocysts of D. dendriticum are evident in the experimentally infected specimens
of both species. The infection degree is greater in C. cespitum arigonis than in C. virgata.
Hemocytic infiltration, as well as calcium cell plasm vacuolisation and an increase of
digestive cell lipofuscines are associated with the presence of the parasite. Besides,
there is a great parasitic castration in C. cespitum arigonis.

PALABRAS CLAVE: Cernuella, Gastropoda, Moluscos hospedadores intermediarios, Dicrocoelium,
Dicrocoeliidae, Trematoda, Histopatologia.

KEY WORDS: Cernuella, Gastropoda, intermediate host Molluscs, Dicrocoelium, Dicrocoeliidae,
Trematoda, Histopathology.

* Dpto. Biologia Animal y Genética; ***Depto. Biologia Celular y Ciencias Morfoldgicas, Fac. Ciencias,
Univ. Pais Vasco. Apdo 644, 48080 Bilbao.
** Parasitologia Animal, Estacién Agricola Experimental, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
(CS.I.C.), Apdo. 788, 28040 Leén. :
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INTRODUCCION

Desde hace anos se estdn realizando
en la Estacién Agricola Experimental del
C.S.I.C., Leén, estudios sobre el compor-
tamiento de Dicrocoelium dendriticum (Ru-
dolphi, 1819) Loos, 1899, y de sus hospe-
dadores (definitivos e intermediarios) en
el proceso de la transmisién parasitaria,
tanto en condiciones naturales como ex-
perimentales. Este pardsito estd muy ex-
tendido en los rumiantes de la provincia
de Ledn (Rio-LOZANO, 1967; MANGA,
GONZALEZ-LANZA Y DEL POZO, 1991) y en
los de la mayor parte de la Peninsula Ibé-
rica (CORDERO ET AL., 1980). De acuerdo
con SOULSBY (1968), la enfermedad pro-
ducida por dicho trematodo hepatico, que
recibe el nombre de dicroceliosis, es muy
frecuente en ovinos y bovinos de Europa,
Asia y América.

Aunque son numerosas las especies
de moluscos que han sido citadas como
hospedadores intermediarios (H. I.) de
D. dendriticum en todo el mundo
(MANGA, 1983; ALUNDA, 1984), son muy
escasos los estudios histopatoldgicos rea-
lizados en moluscos infestados con este
pardsito (MATTES, 1936; BADIE, HOURDIN
Y RONDELAUD, 1992). Por ello, creimos
conveniente abordar una serie de estu-
dios histopatoldgicos en caracoles infes-
tados experimentalmente, y que pertene-
cen a especies que actiian como primeros
H. L. de D. dendriticum en la naturaleza
(MANGA, 1992). Para iniciar dichos estu-
dios elegimos, por una parte, la especie
Cernuella (Xeromagna) cespitum arigonis
(Schmidt, 1853), importante en la epide-
miologia de la dicroceliosis en nuestra
regiéon por su amplia distribucién y
abundancia (MANGA, 1983) y, por otra
parte, Cernuella (Cernuella) virgata (Da
Costa, 1778) cuya presencia es mads
escasa. Es la primera vez que se estudian
las alteraciones histopatolégicas produ-
cidas por las fases larvarias de este tre-
matodo en ambas especies de moluscos.

MATERIAL Y METODOS

Dos lotes de moluscos, constituidos
por 100 ejemplares de Cernuella (Xero-
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magna) cespitum arigonis y 100 de Cernue-
lla (Cernuella) virgata (Mollusca, Helicidae),
se infestaron experimentalmente con 75
huevos de Dicrocoelium dendriticum por
molusco. Los huevos utilizados habian
sido obtenidos recientemente de una oveja
infestada experimentalmente con dicho
parasito. Después de 5 dias de ayuno, los
caracoles se mantuvieron individualmente
y durante 48 horas en placas de Petri con
papel de filtro hiimedo, en el que previa-
mente se habian depositado los huevos de
D. dendriticum. Una vez finalizada la in-
festacién, dichos moluscos se mantuvie-
ron junto con los testigos a 20 °C de tem-
peratura y 40% de humedad relativa, y se
alimentaron con lechuga.

Para conocer las alteraciones histopa-
tolégicas producidas por el pardsito en los
caracoles, se sacrificaron 30 ejemplares (15
de cada especie) a los 3 meses post-infes-
tacién (p. i.). Los animales fueron proce-
sados conforme a las técnicas rutinarias
para estudios histolégicos mediante mi-
croscopia Gptica y se tifieron con hemato-
xilina-eosina.

Paralelamente se realiz6 un estudio
morfométrico con la finalidad de cuanti-
ficar las variaciones morfoldgicas de los
tabulos digestivos. Para ello se aplicé un
procedimiento planimétrico (RECIO, MA-
RIGOMEZ, ANGULO Y Movya, 1988) sobre
30 secciones de tibulos digestivos obteni-
das por cada animal. Se estudiaron 5 pa-
rametros planimétricos: grosor medio
epitelial (Mean Epithelial Thickness,
MET), radio medio diverticular (Mean
Diverticular Radius, MDR), radio medio
luminal (Mean Luminal Radius, MLR) y
los cocientes MLR/MET y MET/MDR
(SOTO, AGIRREGOIKOA, PEREZ Y MARIGO-
MEZ, 1990).

RESULTADOS Y DISCUSION

El epitelio de la gldandula digestiva de
los animales testigo de ambas especies de
moluscos estd constituido por tres tipos
celulares (Figs. 1, 2). El mas abundante co-
rresponde a las células digestivas (o ab-
sorbentes); son células altas y de forma
prismadtica, con un pequeiio nicleo basal
y un citoplasma cargado de numerosas
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Figuras 1-5. Cernuella (Xeromagna) cespitum arigonis. 1: vista general de la gldndula digestiva
de un testigo. 2: detalle de un tibulo de un testigo, mostrando los tres tipos celulares que confor-
man su epitelio. 3: esporocistos secundarios de D. dendriticum que contienen masas germinales
en distinto grado de desarrollo, fotografiados in vive a los 3 meses post-infestacion. 4: vista gene-
ral de la gldndula digestiva de un molusco parasitado, con una importante infiltracién hemocitica
en el cuadrante inferior derecho. 5: detalle de un tiibulo de un caracol infestado en el que se apre-
cia la vacuolizacion de las células de calcio. Escalas, 1, 2: 100 pm; 3, 5: 50 pm; 4: 200 pm.

Las flechas estrechas sefialan los tibulos digestivos; las flechas anchas apuntan al parasito; las es-
trellas indican las células de Leydig; c: célula de calcio; d: célula digestiva; e: célula excretora.
Figures 1-5. Cernuella (Xeromagna) cespitum arigonis. /: general view of a control specimen diges-
tive gland. 2: detail of a control’s tubule, showing the three cellular types of its epithelium. 3: D. den-
driticum secondary sporocysts, containing germinal masses in different development degrees, pho-
tographed in vivo three months post-infection. 4: general view of a parasitized mollusc digestive
gland, with an important hemocytic infiltration in the lower right part. 5: detail of an infested snail
tubule, with visible vacuolization of calcium cells. Scale bars, 1, 2: 100 um; 3, 5: 50 um; 4: 200 pm.
Narrow arrows show digestive tubules; wide ones the parasite; stars show Leydig cells; c, cal-
cium cell; d: digestive cell; e: secretory cell.
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vesiculas. El segundo son las células de
calcio, de forma ovalada o triangular, que
presentan un nicleo voluminoso situado
en la mitad basal de la célula; su citoplasma
contiene numerosos granulos bien defi-
nidos. Por 1ltimo estdn las células excre-
toras, mds escasas que las anteriores, ca-
racterizadas por la presencia de una gran
vacuola central que contiene concreciones
de lipofuscina. Por entre la masa de los ti-
bulos digestivos se disponen los acinos
gonadales, dentro de los cuales se distin-
guen los gametos, tanto masculinos como
femeninos en distinto grado de diferen-
ciacion, asi como las células auxiliares. Los
espacios existentes entre los tubulos di-
gestivos y entre éstos y los acinos gona-
dales, estan ocupados por tejido conectivo
con voluminosas células conjuntivas (cé-
lulas de Leydig), cuya proporcién es muy
variable entre los individuos de una misma
especie (Figs. 1, 2)

El estudio histolégico de los moluscos
sometidos a infestacion experimental, puso
en evidencia la presencia de esporocistos
secundarios de D. dendriticum en todos los
ejemplares de C. cespitum arigonis exami-
nados, y sélo en 6 de los 15 C. virgata in-
vestigados. Las fases larvarias del para-
sito ocupaban entre el 10% y el 50% del
volumen total del complejo gldndula di-
gestiva-gonada en todos los individuos
de la primera especie de molusco, y tni-
camente invadian el 10% en dos ejempla-
res (nimeros 1, 2) de la segunda especie.

Los esporocistos secundarios halla-
dos en C. cespitum arigonis (Fig. 3) son de
mayor tamano que los encontrados en
C. virgata y, ademds, su grado de desa-
rrollo estd mds avanzado (en algunos las
masas germinales empiezan a diferen-
ciarse constituyendo esbozos de cerca-
rias) y su migracion al resto de la glan-
dula digestiva ha progresado mas. Estas
pueden ser algunas de las razones que
explican el menor volumen ocupado por
los parésitos en C. virgata.

De los resultados experimentales ante-
riormente expuestos se deduce que C. vir-
gata es una especie menos adecuada como
H. 1. de D. dendriticum que C. cespitum ari-
gonis, ya que la infestacion se detect6 en
la primera en un niimero inferior de mo-
luscos (lo que concuerda con lo observado
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en la naturaleza) y, ademas, el desarrollo
del parasito fue mas lento.

En ambas especies, los esporocistos
estan localizados entre los tibulos de la
glandula digestiva y entre aquéllos y la
goénada, asentandose asi en el paso directo
de nutrientes desde la gldndula digestiva
a la génada (FRETTER Y GRAHAM, 1962;
ARUNA, SHIMA Y MULEY, 1986; ARUNA Y
RAO, 1984; CHOUBISA, 1988).

Alteraciones de la glandula digesti-
va en animales parasitados: Los cambios
histopatoldgicos de la glandula digestiva
de moluscos, asociados a la infestacién de
trematodos digeneos han sido descritos
por varios autores (JAMES, 1965; YOSHINO,
1976; Bouix-BouissON, RONDELAUD Y
BARTHE, 1985a; HUFFMAN Y FRIED, 1985;
CHOUBISA, 1990; SINDOU, RONDELAUD Y
BARTHE, 1990) e incluyen una disminu-
cién de la altura de las células epiteliales
con el consiguiente aumento de la luz del
tidbulo digestivo, una necrosis de ttibulos
digestivos con disminucién en su ntiimero,
y una atrofia dréstica de los mismos. Estas
alteraciones son mas notorias en las fases
de redia y cercaria, cuando el pardsito
puede inflingir un dafio mecanico directo
sobre los tubulos. En nuestro estudio
hemos podido observar animales con
tibulos digestivos en los que la luz tubular
estd dilatada (Figs. 4, 5). No obstante, el
estudio realizado para los cinco pardme-
tros planimétricos ha reflejado que las
diferencias observadas con respecto a los
animales testigo no son estadisticamente
significativas (p >> 0,05). La ausencia de
una aparente deformacién en los tibulos
digestivos en el caso estudiado, podria ser
debida a que nos encontramos en una fase
temprana de la parasitacién, ya que los
esporocistos secundarios de D. dendriti-
cum estan muy poco desarrollados y
todavia no albergan cercarias maduras.

Otra alteracion histopatoldgica obser-
vada en nuestro estudio consiste en la pre-
sencia de una infiltracién hemocitica
importante en la mitad de los ejemplares
de C. cespitum arigonis, asi como en los
ejemplares 1y 2 de C. virgata. Esta infil-
tracién hemocitica no generalizada, esta
restringida a alguras zonas del complejo
tisular estudiado. En dichas zonas, los
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Figuras 6, 7. Cernuella (Xeromagna) cespitum arigonis. 6: vista general del complejo glandula
digestiva-génada de un molusco parasitado. 7: detalle de un acino gonadal de un caracol infes-
tado, con ausencia casi total de células de la linea germinal. Figuras 8, 9. Cernuella (Cernuella)
virgata. 8: vista general del complejo glandula digestiva-génada del molusco nimero 2 infesta-
do con D. dendriticum. 9: detalle del mismo ejemplar mostrando los acinos gonadales mds pro-
Ximos al pardsito, que auin contienen gametos maduros y en formacion.

Las flechas anchas sefialan al pardsito; las puntas de flecha indican los acinos gonadales; las fle-
chas pequeifias indican las células eosinéfilas de grandes niicleos heterocromaéticos; p: pared del
esporocisto secundario de D. dendriticum. Escalas, 6, 8: 200 um; 7, 9: 50 um.

Figures 6, 7. Cernuella (Xeromagna) cespitum arigonis. 6: general view of the digestive gland-
ovotestis complex in an infected snail. 7: detail of a gonadal acinus in a parasitized snail, lac-
king germinal cells almost completely. Figures 8, 9. Cernuella (Cernuella) virgata. 8: general
view of the digestive gland-ovotestis complex in snail number 2 infected by D. dendriticum. 9:
detail of the same specimen showing gonadal acines closest to the parasite, which still contain
mature and formating gametes. Scale bars, 6, 8: 200 uni; 7, 9: 50 um.

Wide arrows show the parasite; points of arrows show gonadal acines; small arrows show eosi-
nophylous cells with great heterochromatic nuclei; p: D. dendriticum secondary sporocyst wall.

hemocitos envuelven totalmente los espo-
rocistos, provocando un menor desarrollo
de los mismos e, incluso, su encapsulacion
(Fig. 4). Otras alteraciones constatadas son
la vacuolizacién del citoplasma de las
células de calcio y un aumento de lipo-
fuscinas en las células digestivas (Fig. 5).

Alteraciones de la génada en anima-
les parasitados: En los ejemplares de C.

cespitum arigonis infestados con D. dendri-
ticum se observa una casi total castracion
parasitaria, de forma que el volumen go-
nadal se encuentra muy reducido (0,1 - 0,4
mm de didmetro médximo de los acinos
frente a 0,4 - 0,8 mm en los testigos) y exis-
ten pocas células dentro de los acinos
(Figs. 6, 7). En todos ellos, los estadios de
espermatogonias y espermadtidas han de-
saparecido, mientras que los espermato-
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